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Resumo – Os efeitos do herbicida Roundup, formulado à base de glifosato, foram avaliados sobre três estirpes
de Bradyrhizobium elkanii (BR 29, INPA 80A e INPA 553A), e uma de B. japonicum (BR 86), e sobre três
espécies de fungos micorrízicos arbusculares (FMA) (Gigaspora margarita, Glomus etunicatum e Scutellospora
heterogama), em meios de cultivo com concentrações crescentes do herbicida (0 a 454 µmol L-1); foram também
avaliados os efeitos sobre a nodulação e micorrização da soja, em casa de vegetação, em solo que recebeu, antes
da semeadura, doses do herbicida equivalentes a 1,25 até 10 L ha-1. O Roundup mostrou-se inibitório ao cresci-
mento de Bradyrhizobium spp. e aos fungos em meio de cultura, e esse efeito foi crescente com o aumento das
concentrações aplicadas, tendo variado em razão das espécies ou estirpes avaliadas. No entanto, a inibição
in vitro só ocorreu em concentrações muito superiores à dose recomendada para aplicações no campo. As estirpes
BR 29, INPA 553A e INPA 80A mostraram-se mais tolerantes ao glifosato, em relação à estirpe BR 86. O efeito do
herbicida sobre a germinação e o crescimento dos tubos germinativos dos esporos dos FMA foi diferenciado,
tendo sido observada inibição decrescente de G. etunicatum para S. heterogama e G. margarita. A aplicação do
herbicida ao solo, antes da semeadura, até a dose equivalente a 10 L ha-1 não influenciou na nodulação e na
colonização micorrízica da soja.
Termos para indexação: simbiose, fungos micorrízicos, Bradyrhizobium, nodulação.
Effects of glyphosate on soybean symbiotic microorganisms,
in culture media and in greenhouse
Abstract – The effects of the Roundup herbicide on three strains of Bradyrhizobium elkanii (BR 29, INPA 80A
and INPA 553A), one of B. japonicum (BR 86), and on three species of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
(Gigaspora margarita, Glomus etunicatum and Scutellospora heterogama), were evaluated in culture media
containing increasing concentrations of the herbicide (0–454 µM); evaluations were also made on the effects on
nodulation and mycorrhiza colonization of soybean grown in a soil treated with Roundup doses equivalent to
1.25 to 10 L ha-1 before sowing. The herbicide inhibited growth of Bradyrhizobium spp. and AMF in culture
medium. These effects were directly related to increasing concentrations, and varied depending on the strain
and species evaluated. However, in vitro inhibition occurred only when concentrations were greater than that
recommended for use in the field. Strains BR 29, INPA 553A and INPA 80A showed to be more resistant to
glyphosate, when compared to BR 86. Herbicide inhibition on germination and growth of AMF spore germ tubes
decreased from G. etunicatum to S. heterogama and G. margarita. Soil application of Roundup before sowing
up to a dose equivalent to 10 L ha-1 had no effect on nodulation and mycorrhiza colonization of soybean.
Index terms: symbiosis, mycorrhiza, Bradyrhizobium, nodulation.
Introdução
O glifosato é um herbicida não seletivo, pós-emer-
gente e de ação sistêmica, com elevada amplitude de
utilização, em razão de sua alta eficiência, baixa
toxicidade a animais e ao meio ambiente, destacando-
se entre os de maior volume comercializado no mundo
(Cox, 2000).
A expansão do plantio direto e, mais recentemente,
os avanços biotecnológicos que permitiram a
comercialização de variedades geneticamente modifi-
cadas, tolerantes a este herbicida, como a soja, causa-
ram o aumento do uso de herbicidas à base de glifosato
nos agrossistemas, elevando assim a presença dessa
molécula no ambiente, especialmente no solo (Siqueira
et al., 2004). Isto traz preocupação, pois o uso generali-
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zado do glifosato pode contaminar o solo e a água e
impactar os componentes bióticos do ecossistema, es-
pecialmente a microbiota do solo e simbiontes
radiculares, como as bactérias fixadoras de nitrogênio
atmosférico e os fungos micorrízicos arbusculares
(FMA), os quais ocorrem invariavelmente associados
às raízes da soja, exercendo grande influência na nutri-
ção e sanidade dessa cultura.
Os impactos do glifosato na microbiota e os processos
biológicos do solo têm sido bastante estudados, porém
de forma indireta, com estudos que envolvem
comunidades heterotróficas (Busse et al., 2001). Com
raras exceções, esses estudos não revelaram efeito
adverso prolongado deste herbicida no solo (Wardle &
Parkinson, 1990, 1991). Há relatos de efeitos inibitórios
sobre microrganismos em meio de cultura (Quinn et al.,
1988; Gorlach-Lira et al., 1997), havendo também casos
de estímulo ao crescimento microbiano heterotrófico
(Roslycky, 1982). Para bactérias fixadoras de nitrogênio
em vida livre, os efeitos do glifosato variam muito em
função das espécies estudadas (Haahtela et al., 1988;
Santos & Flores, 1995).
No caso de rizóbio, o crescimento, a sobrevivência, a
nodulação e a atividade da nitrogenase têm sido avaliados
em diversos trabalhos, que revelam resultados
inconsistentes, e que variam de acordo com as doses
aplicadas, espécies/estirpes estudadas e condições
experimentais, como em meios artificiais (Faizah et al.,
1980; Mallik & Tesfai, 1983; Eberbach & Douglas, 1989;
Martensson, 1992; Moorman et al., 1992), ou em solos
(Mallik & Tesfai, 1985; Moorman, 1986). Recentemente,
Santos et al. (2004) observaram respostas diferenciadas
no crescimento de estirpes de Bradyrhizobium spp.
nativas do Brasil, em razão da aplicação de diferentes
formulações comerciais do glifosato, revelando a
importância de se considerar os componentes adjuvantes
desses herbicidas nessas avaliações de impactos.
Em soja tolerante ao glifosato (Roundup Ready, RR),
King et al. (2001) relataram que a aplicação do glifosato
aumentou o número e diminuiu o peso dos nódulos.
Com relação aos FMA, pouco se conhece, pois se
encontrou apenas um estudo sobre os efeitos do glifosato,
o qual proporcionou aumento significativo da coloniza-
ção micorrízica da soja (Morandi, 1989).
Neste trabalho, avaliou-se o efeito do herbicida Roundup
(glifosato) sobre estirpes de Bradyrhizobium spp. e de
FMA, em meio de cultivo com doses crescentes do
herbicida, e sobre a nodulação e micorrização da soja,
em solo que recebeu diferentes doses do herbicida.
Material e Métodos
Este trabalho constou de experimentos de laboratório
em meio de cultura, e com solo em casa de vegetação,
desenvolvidos no Departamento de Ciência do Solo
(DCS), da Universidade Federal de Lavras (Ufla).
No primeiro experimento, quatro estirpes de
Bradyrhizobium spp. foram avaliadas in vitro: BR 29
(= 29W = SEMIA 5019 – B. elkanii) e BR 86
(= SEMIA 5080 = CPAC 7 – B. japonicum), recomen-
dadas pela Relare como inoculantes para a cultura da soja,
INPA 80 A (B. elkanii) e INPA 553A (B. elkanii), ambas
isoladas de solos da Região Amazônica (Moreira et al.,
1998) e, atualmente, mantidas na coleção do Laboratório
de Microbiologia do Solo do DCS/Ufla.
As estirpes foram inicialmente cultivadas em meio 79
líquido composto, em g L-1, por: manitol, 10; K2HPO4,
0,05; MgSO4, 0,02; NaCl, 0,01; extrato de levedura, 0,4;
e pH ajustado em 6,8 (Fred & Waksman, 1928), sob
agitação orbital constante a 110 rpm e 28ºC, por seis dias.
Depois do período de crescimento, 1 mL de cada
cultura foi adicionado a frascos de Erlenmeyer com
72 mL de meio 79 líquido, acrescidos de 29, 58, 112 e
213 µmol L-1 de Roundup (360 g L-1, do equivalente ácido
de N-(fosfonometil) glicina – Glifosato) esterilizado em
filtro e diluído em água estéril. A qualidade inicial do inóculo
foi confirmada pela contagem das unidades formadoras
de colônias (UFC), depois de diluições seriadas, que apre-
sentou número acima de 8,79x108 UFC mL-1. Como tra-
tamento testemunha empregou-se 72 mL de meio, sem
adição do herbicida.
O experimento foi conduzido em delineamento expe-
rimental inteiramente casualizado, com três repetições
para cada tratamento desenvolvidas por 120 horas sob
agitação. Alíquotas de 5 mL foram retiradas de cada
frasco de Erlenmeyer para determinação de densidade
ótica, utilizando-se um espectrofotômetro marca Hitachi,
modelo U-2001 UV/Vis, com leituras feitas a 560 nm
de absorbância, considerando-se como padrão "0" aquele
determinado em água destilada. Desenvolveu-se um
segundo experimento, porém alterando-se as concen-
trações do herbicida no meio de cultura (58, 114, 230 e
454 µmol L-1) e o tempo de cultivo (72 horas).
Para o experimento com FMA, esporos de Gigaspora
margarita, Glomus etunicatum e  Scutellospora
heterogama, oriundos de ecossistemas diversos do
Estado de Minas Gerais e mantidos na coleção de FMA
do DCS/Ufla, foram extraídos do solo, conforme
metodologia de Gerdemann & Nicolson (1963), seleci-
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onados e plaqueados em ágar-água 1%, vertidos em
placas de Petri com 0,0, 25,6, 51,0, 102,0, 204,5 e
409,0 µmol L-1, do equivalente ácido de N-(fosfonometil)
glicina, fornecidos a partir de uma solução de Roundup
esterilizado em filtro e diluído em água estéril. Cada dose
representou um tratamento com quatro repetições, cada
uma constituída por uma placa com dez esporos. De-
pois da transferência dos esporos, as placas foram ve-
dadas com filme de plástico, envolvidas em papel alumí-
nio e incubadas em sala de crescimento a aproximada-
mente 28ºC, por 15 dias. Ao final da incubação, proce-
deu-se à avaliação da porcentagem de germinação e
crescimento do tubo germinativo dos esporos, utilizan-
do-se sistema de categorias, atribuindo-se valores de
0 a 4, sendo 0: sem crescimento; 1: <5 mm; 2: 5 a
10 mm; 3: 10 a 15 mm e 4: >15 mm.
Num terceiro experimento, realizado em casa de ve-
getação, no período de maio a julho de 2003, avaliou-se
a aplicação prévia de Roundup ao solo, sobre o cresci-
mento, nodulação e micorrização da soja (Glycine max
(L.) Merril), variedade Doko melhorada, semeada em
um Latossolo Vermelho distrófico (LVd), muito argilo-
so, coletado no bairro Jaguara, no Município de
Nazareno, MG. Depois de peneiramento, o solo rece-
beu calagem, tendo apresentado pH em água = 6; P e K
(Mehlich-1), 1,4 e 74 mg dm-3, respectivamente; Ca2+ e
Mg2+ (KCl 1 N), 3,8 e 1,8 cmolc dm-3, respectivamente
e MO (Na2Cr2O7 4 N+H2SO4 10 N), 2,7 dag kg-1.
Em vasos com capacidade de 1,5 kg, foi colocado
cerca de 1 kg de solo sem FMA, nos dois terços
inferiores dos vasos, e 0,5 kg de um solo infestado com
FMA aplicado no terço superior, como fonte de inóculo.
O solo infestado continha esporos de Glomus
etunicatum, Gigaspora margarita e Glomus occultum,
em densidade média de 4 esporos mL-1 de solo. Depois
do preenchimento dos vasos, foram aplicados, à super-
fície do solo, 50 mL por vaso de solução de Roundup,
diluída em água estéril, de modo a serem obtidas con-
centrações equivalentes às doses de campo de 1,25, 2,5,
5,0, 7,5 e 10,0 L ha-1; além da preparação de tratamen-
to sem o herbicida, totalizando seis tratamentos.
O experimento foi conduzido em delineamento inteira-
mente casualizado, com cinco repetições.
Depois de dez dias da aplicação do herbicida ao solo,
a soja foi semeada (cinco sementes por vaso,
desinfestadas com hipoclorito de sódio 1%), tendo sido
inoculado 0,2 mL da suspensão de células de B. elkanii,
estirpe BR 29, em cada semente, totalizando 1 mL de
suspensão de células por vaso. Aos 13 dias depois da
emergência (DAE), foi realizado o desbaste, deixando-
se uma planta por vaso.
Todos os tratamentos receberam, de forma parcela-
da, aos 14, 21 e 28 DAE, um total de 225 mg por vaso
de K, na forma de KH2PO4, e 375 mg por vaso de P, na
forma de H3PO4. Aos 17, 31 e 45 DAE, as plantas fo-
ram cortadas rente ao solo, tendo as partes aéreas
secadas em estufa de circulação de ar a 60ºC até peso
constante, quando o peso da matéria seca foi determi-
nado. As raízes foram lavadas em água corrente e, em
seguida, foi feito o destaque e a contagem do número
de nódulos. Determinou-se também o peso de raízes e
nódulos secos das plantas. Cerca de 1 g de raízes finas
foi retirado de cada planta, para clarificação (Phillipis &
Haymann, 1970) e avaliação da taxa de colonização
micorrízica (Giovannetti & Mosse, 1980).
Os dados de porcentagem de germinação de esporos
dos FMA foram normalizados pela transformação
arc sen (% germinação/100)0,5, e os de crescimento
do tubo germinativo (CTG) pela transformação
(CTG + 0,5)0,5. Os resultados de colonização micorrízica
foram transformados pelo arc sen (colonização/100)0,5 e
nodulação por (no de nódulos + 0,5)0,5, respectivamente.
Todos os dados foram submetidos à análise de variância e
teste de média Tukey a 5% de probabilidade pelo SISVAR
(Ferreira, 2000).
Resultados e Discussão
Observaram-se, no crescimento bacteriano, efeitos
significativos do Roundup influenciados pelas concen-
trações do herbicida e diferenciados para as estirpes.
No primeiro experimento, transcorridas 120 horas, as
estirpes BR 29 e INPA 553A apresentaram ligeiro estí-
mulo no crescimento, em concentrações baixas do
herbicida, não tendo sofrido elevada inibição em doses
elevadas (Figura 1), com crescimento máximo obtido nas
concentrações de 89,47 e 86,21 µM de glifosato, res-
pectivamente para essas estirpes. Tais concentrações
são cerca de 12 vezes superior à concentração espera-
da no solo, para doses recomendadas de glifosato que,
conforme Moorman (1986), é cerca de 7 µM.
A estirpe BR 86 apresentou a maior sensibilidade ao
glifosato, tendo sido observada redução linear do cres-
cimento, em relação à testemunha, com dose de inibi-
ção de 50% (DI50) no crescimento em 210,26 µM de
glifosato. A estirpe INPA 80A foi insensível ao herbicida,
não tendo sofrido influência significativa das
doses aplicadas.
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A resposta quadrática do crescimento, observada para
as estirpes BR 29 e INPA 553A, corroboram o que é
relatado por Eberbach & Douglas (1989) para outras
estirpes, quanto ao benefício do glifosato em baixas con-
centrações. Entretanto, esses autores verificaram que
a partir de concentrações de 10 mg L-1 de i.a. (59,2 µM),
houve acentuada redução no crescimento de Rhizobium
trifolii.
Recentemente, Santos et al. (2004), também obser-
varam um melhor desempenho da estirpe BR 29
(B. elkanii), em relação a outra estirpe de B. elkanii
(SEMIA 587) e a uma estirpe de B. japonicum
(SEMIA 5079), quando as bactérias foram cultivadas
em meio YM adicionado de 43,2 µM de Roundup, con-
firmando a elevada capacidade da estirpe BR 29 em
tolerar condições estressantes. No entanto, os efeitos
inibitórios, relatados por Santos et al. (2004), foram ob-
servados em concentrações de glifosato muito menores
do que as usadas neste trabalho. Os ensaios de Santos
et al. (2004) foram realizados em condições experimen-
tais muito distintas: em placas de Elisa, em que o volu-
me de meio é bastante reduzido (180 µL de meio mais
60 mL de solução de herbicida) e com diferente propor-
ção inóculo/meio (15 µL de inoculo). Liu et al. (1991)
também observaram efeito negativo do glifosato no meio,
para a estirpe RM1021 de Rhizobium meliloti, porém
em concentração maior que 1.000 µM, que é muito ele-
vada, quando se considera que a concentração espera-
da no solo com aplicação de dosagens recomendadas é
da ordem de 7 µM.
O comportamento observado para a estirpe
INPA 80A é semelhante ao obtido por Moorman (1986),
que também verificou baixa sensibilidade de duas estir-
pes de Rhizobium japonicum (B. japonicum), cultiva-
das em meio de cultura com até 20 mg L-1 (118,3 µM)
de glifosato. Resultados semelhantes são relatados por
Mallik & Tesfai (1983), que não constataram o efeito
inibitório do glifosato no número de colônias formadas,
da estirpe 3I1b110 de Rhizobium japonicum
(B. japonicum), em meio de cultura com até
25 µg mL-1 (147,9 µM) do glifosato. O mesmo foi ob-
servado por Faizah et al. (1980), para três isolados de
rizóbio originários da Malásia, África e Austrália.
No entanto, esses resultados foram observados apenas
durante 24 horas depois da inoculação.
O bom desempenho das estirpes INPA 80A e
INPA 553A, de certa forma, não era esperado, pois em
razão de as bactérias terem sido isoladas de solos da
Região Amazônica, local onde é menor o convívio des-
ses organismos com pesticidas como o Roundup, acre-
ditava-se que, pela inexistência de um processo
adaptativo das novas condições impostas, uma maior
sensibilidade dessas bactérias à molécula herbicida fos-
se ocorrer.
Avaliando-se, em um segundo experimento, concen-
trações mais elevadas do Roundup no meio, até 454 µM,
observaram-se respostas inibitórias e lineares com a ele-
vação nas concentrações de glifosato, depois de
72 horas de cultivo, para todas as estirpes avaliadas
(Figura 1). Baseando-se na DI50 calculada, foram cons-
tatados valores de 240 a 270 µM de glifosato, concen-
trações estas muito elevadas em relação às normalmente
encontradas nos solos. Na concentração máxima avali-
ada, nenhum crescimento foi observado para as quatro
estirpes.
A adição de Roundup ao meio com ágar teve efeito
significativo na germinação e no crescimento do tubo
germinativo dos esporos de FMA (Figura 2). Verificou-
se pequeno estímulo do glifosato na germinação de
esporos de G. margarita, que atingiu o máximo na
concentração de 111,75 µM. Por outro lado, a
Figura 1. Evolução da densidade ótica das suspensões
bacterianas (     BR 29;     BR 86;     INPA 80A;     INPA 553A),
com 120 e 72 horas de crescimento, no primeiro e segundo
experimentos, respectivamente, em função do aumento da
dosagem do glifosato no meio de cultura.
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germinação dos esporos de S. heterogama e
G. etunicatum sofreram inibição linear com o aumento
das concentrações. No entanto, essas espécies
apresentaram comportamentos distintos, como revela a
DI50, que foi de 322,9 e 53,6 µM, respectivamente, para
S. heterogama e G. etunicatum, tendo sido este último
muito sensível ao glifosato.
O crescimento do tubo germinativo dos esporos ger-
minados foi igualmente inibido pelo glifosato (Figura 2),
tendo obedecido à mesma ordem dos efeitos observa-
dos para germinação. Destaca-se a alta sensibilidade
do G. etunicatum. Os resultados mostram que as espé-
cies azigospóricas (G. margarita e S. heterogama) fo-
ram mais tolerantes que a clamidospórica, aqui repre-
sentada pelo G. etunicatum. Como esta é a espécie de
Glomus de maior ocorrência nos agrossistemas com
culturas anuais, no Sudeste brasileiro (Siqueira et al.,
1989), o uso generalizado do glifosato pode causar mu-
danças nas populações dos FMA nessa região.
No entanto, considerando-se a concentração de 7 µM
de glifosato e as equações de regressão de cada espé-
cie fúngica, verifica-se que as inibições na germinação
e no crescimento dos tubos germinativos desses fungos
são negligíveis.
Figura 2. Curvas de regressão linear das porcentagens de
germinação e das médias dos valores, das classes atribuídas
ao tamanho dos tubos germinativos dos esporos dos fungos
micorrízicos arbusculares (     : G. margarita;     : S. heterogama;
e    : G. etunicatum), em meio ágar-água, com doses crescentes
de glifosato.
Figura 3. Distribuição dos esporos germinados de Gigaspora
margarita (A), Scutellospora heterogama (B) e Glomus
etunicatum (C), por categorias de crescimento (1: <5 mm; 2: 5
a 10 mm; 3: 10 a 15 mm e 4: >15 mm), cultivados em meio
ágar-água, com doses crescentes de glifosato.
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O Roundup influenciou, também, o padrão de cresci-
mento dos esporos que germinaram (Figura 3). Para
G. margarita, a incidência de esporos com grande cres-
cimento do tubo germinativo foi alta até a concentração
de 102 µM, fato este não observado para as outras duas
espécies. Os esporos de S. heterogama e de
G. etunicatum, que germinaram em meio com glifosato,
praticamente não cresceram, evidenciando maior efeito
inibitório do herbicida nessas espécies, em comparação
aos esporos de G. margarita. Como o crescimento do
tubo germinativo tem relação com a formação de
micorrizas, a inibição destes implica em baixa capacida-
de de colonização das raízes.
No experimento com soja, verificou-se boa nodulação
e colonização micorrízica das raízes e crescimento ade-
quado da planta, em todos os tratamentos avaliados.
A aplicação prévia de doses crescentes de Roundup,
equivalente a até 10 L ha-1 (22,5 µM), não teve efeito
significativo no crescimento, na nodulação e na coloni-
zação micorrízica da soja, nas três épocas de avaliação
do experimento (Tabela 1). Para o peso da matéria seca
da raiz, também não foi observado efeito do herbicida
nas duas primeiras épocas de avaliação.
Apesar do efeito inibitório, observado na germinação e
no crescimento dos esporos no experimento in vitro, não
houve efeito do glifosato na colonização, nas condições
experimentais avaliadas. Morandi (1989) verificou que a
colonização da soja por Glomus mosseae foi favorecida
pela aplicação de glifosato (0,5 µg mL-1 = 2,9 µM), depois
da emergência das plantas. O autor sugere que esse efei-
to positivo do glifosato pode resultar da maior produção de
isoflavonóides nas raízes, os quais podem promover a co-
lonização micorrízica, conforme relatado por Siqueira et al.
(1991). A ausência de efeito do glifosato na nodulação é
coerente com o que tem sido relatado para dosagens nor-
mais. Mallik & Tesfai (1985) observaram redução do
número e do peso dos nódulos, com a aplicação de até
cinco vezes a dose recomendada do herbicida
(35 µM), 17 dias depois da semeadura da soja. Ao tra-
balhar com variedades de soja geneticamente modifica-
das para tolerar o glifosato, King et al. (2001) verifica-
ram efeitos inconsistentes do glifosato na nodulação.
Como o glifosato atua na síntese de aminoácidos pre-
cursores dos flavonóides, é de se esperar que a aplica-
ção desse produto à soja interfira na nodulação, entre-
tanto, como avaliado neste trabalho com soja convenci-
onal, a aplicação prévia do herbicida não teve esse tipo
de efeito.
Conclusões
1. A inibição no crescimento de Bradyrhizobium spp.,
em meio de cultura, varia em razão das estirpes estuda-
das e só ocorre em concentração muito superior àque-
las normalmente utilizadas em condições reais de cam-
po; a estirpe de B. japonicum (BR 86) apresenta mai-
or sensibilidade que as estirpes de B. elkanii (BR 29,
INPA 80A e INPA 553A).
2. A germinação e o crescimento dos tubos
germinativos dos esporos, das espécies de FMA, em
ágar-água, mostram comportamento diferente em rela-
ção às doses de glifosato; Glomus etunicatum é sensí-
vel, Gigaspora margarita é tolerante e Scutellospora
heterogama tem comportamento intermediário.
3. A aplicação prévia de Roundup ao solo, até a dose
equivalente a 10 L ha-1, não influencia na nodulação e
na colonização micorrízica da soja.
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Tabela 1. Massa de matéria seca da parte aérea,  número de
nódulos, matéria seca de nódulos e porcentagem de coloniza-
ção micorrízica em plantas de soja, aos 17, 31 e 45 dias depois
da emergência (DAE), submetidas aos tratamentos com apli-
cação de doses crescentes de Roundup e respectiva probabi-
lidade (Pr>Fc).
nsNão-significativo.
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